Background and Purpose-Clinical-diffusion mismatch (CDM; National Institutes of Health Stroke Scale score Ն8 and diffusion-weighted imaging lesion volume Ͻ25 mL) has been suggested as a surrogate of ischemic brain at risk of infarction and might be used to recognize salvageable ischemic tissue. Our aim was to identify early biomarkers associated with the presence of CDM. Methods-We prospectively evaluated CDM in 226 patients (71.6Ϯ11.1 years, 58% men) with hemispheric ischemic stroke within 12 hours from symptom onset (median, 3.6 hours). Diffusion-weighted MRI lesion volume was measured by manual segmentation method. Serum levels of glutamate, aspartate, interleukin-10, tumor necrosis factor-␣, interleukin-6, S100␤, neuron-specific enolase, intercellular adhesion molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1, active matrix metalloproteinase-9, and cellular fibronectin were determined by immunoassay or high-performance liquid chromatography techniques in blood samples obtained at admission. Results-CDM was found in 61 patients (26.9%). Patients with CDM had higher serum levels of interleukin-10, tumor necrosis factor-␣, and glutamate and lower serum levels of neuron-specific enolase, interleukin-6, and active matrix metalloproteinase-9 (all PϽ0.0001). Binary logistic regression showed that tumor necrosis factor-␣ Ն21 pg/mL (OR, 21), glutamate Ն230 mol/L (OR, 27), neuron-specific enolase Ն23 ng/mL (OR, 0.05), interleukin-6 Ն10 pg/mL (OR, 0.06), and active matrix metalloproteinase-9 Ն21 ng/mL (OR, 0.28) were independent molecular predictors of CDM after adjustment for covariates. The association of interleukin-10 Ն23 pg/mL and glutamate Ն230 mol/L levels predicted CDM with a sensitivity of 96% and a specificity of 98%. Conclusions-High levels of interleukin-10, tumor necrosis factor-␣, and glutamate as well as low levels of neuron-specific enolase, interleukin-6, and active matrix metalloproteinase-9 are associated with CDM. (Stroke. 2011;42:2813-2818.)
I schemic stroke is a leading cause of death and disability in developed countries. Thrombolytic therapy with recombinant tissue-type plasminogen activator (rtPA) remains the only pharmacological treatment that has demonstrated to be effective in acute ischemic stroke. 1 However, the administration of rtPA is linked to severe side effects and only a small percentage of patients currently benefit from this therapy. The main limiting factor for thrombolytic therapy administration is the time from stroke onset. Approximately one fourth of patients with ischemic stroke arrive at the hospital within the first 3 hours, but only 25% of these patients finally receive thrombolytic therapy. 2 An appropriate selection of patients eligible for treatment with rtPA could increase the number of patients who could benefit from this therapy.
Neuroimaging techniques have been considered the most appropriate to increase the selection of patients for rtPA treatment. The perfusion-diffusion mismatch model has been proposed as a tool to select patients with acute stroke who are most likely to benefit from reperfusion therapy, allowing a wider therapeutic window and extending the benefit of thrombolytic therapy from 3 to 6 hours. 3, 4 However, recent studies suggest that caution is required if using apparent diffusion coefficient and perfusion-weighted imaging parameters to differentiate salvageable from nonsalvageable tissue and that diffusion-weighted imaging/perfusion-weighted imaging mismatch does not accurately predict lesion growth. 5, 6 Criteria to diagnose mismatch are still evolving, and validation of the mismatch selection paradigm is required within a Phase III trial. Pending these results, delayed treatment, even according to mismatch selection, cannot be recommended as part of routine care. 7 Our group has previously suggested the clinical-diffusion mismatch (CDM) as an easier alternative to the perfusiondiffusion mismatch for selecting patients with salvageable ischemic tissue 8 based on the assumption that patients with severe clinical deficits, but with relatively small lesion volumes on diffusion-weighted imaging, are likely to have ischemic penumbra. Subsequent studies have confirmed the use of CDM. 9 -12 With current knowledge, more research is still needed to differentiate more precisely the different areas of ischemic brain tissue viability. Our aim was to identify molecular markers associated with the presence of CDM that help us to detect salvageable brain tissue within the first hours of ischemic stroke.
Methods

Study Population and Patient Characteristics
We prospectively evaluated 305 consecutive patients with a first episode of hemispheric ischemic stroke admitted in a single center within the first 12 hours from stroke onset. Patients with stroke on awakening (nϭ17), severe systemic disease (nϭ14), dementia (nϭ3), lesion location in the vertebrobasilar territory (nϭ4), psychiatric disease (nϭ2), inflammatory disease (nϭ7), active infection (nϭ5), technical problems to perform MRI (nϭ3), or included in clinical trials (nϭ16) were excluded from the study. Furthermore, 1 patient did not accept to participate and 7 patients were lost during follow-up, so a total of 226 patients were finally included in the study.
The Local Ethical Committee of the Clinical University Hospital of Santiago de Compostela approved the protocol and the patients or relatives gave signed informed consent.
Clinical Variables and Neuroimaging Studies
All patients were treated according to the guidelines for management of ischemic stroke of the European Stroke Organization. 13 Twentytwo patients received thrombolytic treatment with rtPA within the first 3 hours from stroke onset following the Safe Implementation of Thrombolysis in Stroke-MOnitoring STudy (SITS-MOST) criteria. 14 Demographic data (age, sex), history of high blood pressure, diabetes, heart disease, hyperlipidemia, alcohol consumption, and smoking habit were recorded. At admission, a blood sample was collected for determination of blood count, biochemistry and molecular markers, and a diffusion-weighted MRI (DWI MRI) was performed. A neuroradiologist blind to clinical data evaluated DWI volume by manual segmentation method. Stroke subtype was classified according to Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment criteria, 15 once carotid and transcranial ultrasound and ancillary studies were completed. The National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) score (admission, 24 hours, 48 hours, 72 hours, and 90Ϯ7 days) and the modified Rankin Scale (90Ϯ7 days) were evaluated by certified investigators.
According to previous studies, we defined the presence of CDM as NIHSS score at admission Ն8 and lesion volume in baseline DWI Ͻ25 mL. 8 To estimate the size of the potential salvageable brain, 3 CDM patterns were prospectively defined as: (1) small CDM, when DWI Ͻ25 mL and NIHSS Ͼ8 and Յ14; (2) medium CDM, when DWI Ͻ25 mL and NIHSS Ͼ14 and Յ18; and (3) large CDM, when DWI Ͻ25 mL and NIHSS Ͼ18. No CDM was classified in cases with NIHSS Ͻ8 or DWI Ն25 mL. DWI lesion volume degree was post hoc classified using quartiles as dot pattern, if DWI Ͻ4 mL; small if DWI Ն4, and Ͻ15 mL; medium if DWI Ն15 and Ͻ36 mL; and large if DWI Ն36 mL.
Laboratory Test
Blood samples, obtained from all patients at admission, were collected in chemistry test tubes, centrifuged at 3000 g for 15 minutes, and immediately frozen and stored at Ϫ80°C. Interleukin (IL)-10, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-␣, intercellular adhesion molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1, and soluble CD40 ligand were choose as inflammatory markers; glutamate (Glu) and aspartate as excitotoxicity markers; neuron-specific enolase (NSE) as a neuronal damage marker; S-100 beta protein as astrocyte damage; and active metalloproteinase-9 (MMP-9) and cellular fibronectin as blood-brain barrier disruption markers.
Serum levels of IL-6 and TNF-␣ were measured using an immunodiagnostic IMMULITE 1000 System (Diagnostic Products Corporation). NSE and S-100 serum levels were determined by electrochemiluminescence immunoassay by using the analyzer ELECSYS 2010 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Likewise, serum levels of IL-10, intercellular adhesion molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1 and soluble CD40 ligand (Bender Medsystems GmbH, Vienna, Austria) as well as active MMP-9 (GE Values are meanϮSD with ranges in brackets. NIHSS indicates National Institutes of Health Stroke Scale; DWI, diffusion-weighted imaging; NSE, neuron-specific enolase; IL, interleukin; TNF␣, tumor necrosis factor-␣; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule; sCD40L, soluble CD40 ligand; MMP-9, matrix metalloproteinase-9; cFN, cellular fibronectin; CDM, clinical-diffusion mismatch; SD, standard deviation.
Healthcare-Amersham, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) and cellular fibronectin (Biohit Plc, Helsinki, Finland) were measured using commercial enzyme-linked immunosorbent assay kits following manufacturer instructions. Finally, serum levels of Glu and aspartate were determined by high-performance liquid chromatography analysis following a previously described method. 16 The intraassay and interassay coefficients of variation for each molecular marker are shown in Supplemental Table I (http://stroke.ahajournals. org). Determinations were performed in a laboratory blinded to clinical and neuroimaging data.
Statistical Analyses
Results are expressed as percentages for categorical variables and as mean (SD) or median (quartiles) for continuous variables, depending on the normal or not normal distribution of data. Proportions were compared using the 2 test and the Student t test or the MannWhitney U test to compare continuous variables between 2 groups and the analysis of variance test between Ͼ2 groups. Receiver operating characteristic curves were configured to establish cutoff points of molecular marker levels that optimally predicted the presence of CDM.
Due to the colinearity between the molecular markers, the influence of each them on CDM was assessed in a separate logistic regression model adjusting for the main baseline variables related to CDM in the univariate analyses (enter approach PϽ0.05). Results were expressed as adjusted ORs with the corresponding 95% CIs. Statistical analyses were conducted using SPSS 16.0 for MacIntosh.
Results
We included 226 patients (71.6Ϯ11.1 years, 58% men). Mean time from stroke onset to inclusion in the study was 3.6Ϯ2.4 hours (59 patients Յ1.5 hours, 58 patients between Ͼ1.5 and Յ3 hours, and 109 patients Ͼ3 hours).
Sixty-one patients (26.9%) showed CDM (Figure 1 ). Table  1 shows baseline characteristics and molecular markers in patients with CDM and in those without.
Regarding molecular markers, we found that patients with CDM had higher levels of IL-10, TNF-␣, and Glu and lower levels of NSE, IL-6, and active MMP-9 (Table 1) . We found that the greater the CDM pattern the higher the levels of IL-10, TNF-␣, and Glu (Figure 2 ). In contrast, the larger the DWI lesion, the higher the levels of NSE, IL-6, and active MMP-9 found (Figure 3) .
Receiver operating characteristic analysis showed that the best cutoff points of molecular markers to predict the presence of CDM were Ͼ23 pg/mL for IL-10 (sensitivity 93%, specificity 97%, PϽ0.0001), Ͼ 21 pg/mL for TNF-␣ (sensitivity 98%, specificity 95%, PϽ0.0001), and Ͼ230 mol/L for Glu (sensitivity 84%, specificity 92%, PϽ0.0001). In contrast, NSE Ͼ23 pg/mL (sensitivity 72%, specificity 95%, PϽ0.0001), IL-6Ͼ10 pg/mL (sensitivity 86%, specificity 81%, PϽ0.0001), and active MMP-9Ͼ21 ng/mL (sensitivity 77%, specificity 71%, PϽ0.0001) were associated with the absence of CDM. The association of IL-10 Ն23 pg/mL and Glu Ն230 mol/L levels predicted CDM with a sensitivity of 96%, specificity of 98%, and positive predictive value of 97%.
We found 2 different molecular patterns of prediction of CDM in the logistic regression models. The first corresponded to levels of IL-10 Ն23 pg/mL (OR, 224; 95% CI, 20 to 1855), TNF-␣ Ն21 pg/mL (OR, 95; 95% CI, 11 to 754), and Glu Ն230 mol/L (OR, 55; 95% CI, 20 to 151) that increased more than 50-fold the probability of CDM. On the other hand, NSE Ն23 ng/mL (OR, 0.04; 95% CI, 0.02 to 0.11), IL-6 Ն10 pg/mL (OR, 0.05; 95%CI, 0.01 to 0.12), and active MMP-9 Ն21 ng/mL (OR, 0.16; 95% CI, 0.03 to 0.42) were associated with the absence of CDM. These values, except for IL-10, remained independent after adjustment for time from stroke onset, stroke subtype, atrial fibrillation, glucose levels, NIHSS, and DWI volume at admission (Table 2 ). When analyses were restricted to 1.5-hour, Ͻ3-hour, and Ͻ8-hour timeframes from symptom onset, we found similar results (Supplemental Table II ).
Discussion
We have found a set of biomarkers than can accurately predict the presence of CDM or, conversely, the existence of large infarcted brain and consequently the absence of CDM. These biomarkers showed a high sensitivity and specificity and IL-10 and Glu levels in combination achieved a positive predictive value of 97%. So, they might be used in clinical practice as molecular signatures of potential salvageable ischemic brain.
Several studies have shown that ischemic penumbra can be operationally defined as the mismatch between perfusionweighted imaging and DWI lesion volumes. 17, 18 However, CDM has been proposed as an easier method to estimate brain tissue at risk of infarction based on the concept that stroke severity may substitute the measurement of the hypoperfused brain. 8 Subsequent studies have attempted to show the usefulness of this concept. In this regard, there are several studies for 9,12 and against 19,20 CDM as a useful selection tool for thrombolytic treatment.
We determined a number of biomarkers that have been related to ischemic brain damage in several clinical reports. High levels of IL-6 have been associated with larger infarct volume, 21,22 poor outcome, 23 and early neurological deterioration. 24 Likewise, low levels of IL-10 have been also associated with neurological deterioration in ischemic stroke. 25 Increased serum Glu concentrations predict early neurological worsening 26 and are associated with infarct growth and with the volume of tissue at risk of infarction in patients not treated with reperfusion therapies. 27 High levels of NSE have been associated with infarct volume and poor outcome. 28 Finally, MMP-9 is related to blood-brain barrier disruption and high levels in the acute phase of ischemic stroke have been associated with the development of brain edema and hemorrhagic transformation. 29 Nevertheless, our study has some limitations. This is an exploratory study that has not prospectively investigated a prior generated hypothesis, so these results should be confirmed in further studies. Furthermore, we did not control for potential variables such as pretreatment with statins, which can interfere with the levels of molecular markers. However, the robustness of the results gives support to the need to evaluate the role of these markers as a new diagnostic tool able to help physicians to detect salvageable brain tissue within the first hours of ischemic stroke not only in patients with CDM, but also in those with a perfusion diffusion mismatch. IL-10 indicates interleukin-10; TNF-␣, tumor necrosis factor-␣; NSE, neuron-specific enolase; MMP-9, matrix metalloproteinase-9; CDM, clinicaldiffusion mismatch; OR, odds ratio; CI, confidence interval.
*Adjusted by time from stroke onset, stroke subtype, atrial fibrillation, glucose levels, National Institutes of Health Stroke Scale score, and diffusionweighted imaging volume at admission.
Conclusions
In conclusion, our study shows that patients with CDM, which represents the presence of salvageable brain, have an excitotoxic but anti-inflammatory environment with reduced neuronal damage and blood-brain barrier disruption. High levels of IL-10, TNF-␣, and Glu as well as low levels of NSE, IL-6, and active MMP-9 may represent molecular signatures of tissue at risk of infarction. SUPPLEMENTAL MATERIAL Table S1 .
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часа). Объем очага поражения, по результатам диффузионно-взвешенной магнитно-резонансной томографии (ДВ-МРТ), измеряли методом ручной сегмен-тации. Сывороточные уровни глутамата, аспартата, интерлейкина-10 (ИЛ-10), фактора некроза опухоли-α (ФНО-α), ИЛ-6, белка S100β, нейрон-специфической энолазы (НСЭ), молекулы межклеточной адгезии-1, васкулярной молекулы клеточной адгезии-1, активной мат-риксной металлопротеиназы-9 (MMП-9) и клеточного фибронектина определяли с помощью методов иммунологического анализа или жидкостной хроматографии высокого разрешения образцов крови пациентов при поступлении. Результаты. КДН выявили у 61 (26,9%) пациента. У пациентов с КДН в сыворотке крови были повышены уровни ИЛ-10, ФНО-α и глутамата и снижено содержание НСЭ, ИЛ-6 и активной ММП-9 (все значения р<0,0001). В бинарной логистической регрессии после внесения поправок на ковариаты продемон-стрировали, что содержание ФНО-α≥21 пг/мл (ОШ=21), глутамата≥230 мкмоль/л (ОШ=27), НСЭ≥23 нг/мл (ОШ=0,05), ИЛ-6≥10 пг/мл (ОШ=0,06), а также активной ММП-9≥21 нг/мл (ОШ=0,28) оказались независимыми молекулярными предикторами наличия КДН. Сочетание уровней ИЛ-10≥23 пг/мл и глутамата≥230 мкмоль/л было предиктором наличия КДН с чувствительностью 96% и специфичностью 98%.
Выводы. Высокие уровни ИЛ-10, ФНО-α и глутамата, а также низкие уровни НСЭ, ИЛ-6 и активной ММП-9 ассоциированы с наличием КДН.
Ключевые слова: биомаркеры (biomarkers), клинико-диффузионное несоответствие (clinical-diffusion mismatch), ишемический инсульт (ischemic stroke)
Ишемический инсульт является ведущей причи-ной смертности и инвалидизации в странах с высо-ким уровнем развития. Тромболитическая терапия при остром ишемическом инсульте с использованием рекомбинантного тканевого активатора плазминоге-на (рТАП) остается единственным медикаментозным лечением с доказанной эффективностью [1] . Однако проведение системного тромболизиса с использова-нием рТАП ассоциировано с развитием серьезных побочных эффектов, и лишь небольшой доле пациен-тов в настоящее время такая терапия приносит пользу. Основным ограничивающим фактором для назначения тромболитической терапии является время от момента появления симптомов инсульта. Примерно четверть пациентов с ишемическим инсультом поступают в ста-ционар в течение первых 3 часов, но только 25% из этих пациентов в итоге проводят тромболитическую тера-пию [2] . Адекватный отбор пациентов, подходящих для проведения тромболизиса, позволит увеличить число пациентов, которые могли бы получить пользу от такой терапии.
Для улучшения критериев отбора пациентов для проведения тромболитической терапии наиболее целе-сообразно использование методов нейровизуализации. Модель перфузионно-диффузионного несоответствия была предложена в качестве инструмента для отбора пациентов с острым инсультом, у которых проведе-ние реперфузионной терапии наиболее целесообразно, позволяющего расширить терапевтическое окно с 3 до 6 часов и повысить эффективность тромболитичес-кой терапии [3, 4] . Тем не менее последние исследова-ния демонстрируют, что необходимо соблюдать осто-рожность при использовании истинного коэффициен-та диффузии и параметров перфузионно-взвешенной (ПВ) визуализации для дифференцировки жизнеспо-собных тканей от нежизнеспособных, и что несо-ответствие результатов диффузионно-взвешенной/ перфузионно-взвешенной МРТ не является четким предиктором увеличения объема очага поражения [5, 6] . В настоящее время все еще разрабатывают критерии для диагностики несоответствия, необходимо под-тверждение парадигмы отбора пациентов по наличию несоответствия в рамках III фазы испытаний. В ожи-дании этих результатов нельзя откладывать оказание стандартной медицинской помощи пациентам даже на основании отбора по наличию несоответствия [7] .
Ранее наша группа предложила использовать крите-рий клинико-диффузионного несоответствия (КДН) в качестве более легкой альтернативы критерию пер-фузионно-диффузионного несоответствия для отбора пациентов с пенумброй [8] , поскольку мы предполо-жили, что у пациентов с тяжелым клиническим дефи-цитом, но относительно небольшим объемом пора-жения, по результатам ДВ-МРТ, наиболее вероятно наличие зоны ишемической полутени. Последующие исследования подтвердили эффективность использо-вания критерия КДН [9] [10] [11] [12] .
Несмотря на современные знания, по-прежнему необходимо проведение дополнительных исследова-ний для более точной дифференцировки различных зон жизнеспособной ишемизированной ткани мозга. Цель настоящего исследования заключалась в опре-делении молекулярных маркеров, ассоциированных с наличием КДН, позволяющих распознать жизнеспо-собные ишемизированные ткани мозга в течение пер-вых часов после развития ишемического инсульта.
МетодЫ
■
Выборка исследования и характеристика пациентов
Проспективно обследовали 305 пациентов с впервые развившимся полушарным ишемическим инсультом, последовательно поступавших в одну клинику в тече-ние первых 12 часов от момента появления симпто-мов инсульта. Из исследования исключили пациентов с инсультом, выявленным при пробуждении (n=17), тяжелыми системными заболеваниями (n=14), демен-цией (n=3), локализацией поражения в вертебрально-базилярном бассейне (n=4), психическими заболева-ниями (n=2), воспалительными заболеваниями (n=7), с острым инфекционным процессом (n=5), техни-ческими трудностями, возникшими при выполнении магнитно-резонансной томографии -МРТ (n=3), или включенных в другие клинические испытания (n=16). Кроме того, 1 пациент отказался от участия в исследо-вании и 7 пациентов были утеряны для последующих наблюдений, в связи с чем в исследование окончатель-но включили 226 пациентов.
Локальный комитет по этике клинической универси-тетской больницы Сантьяго-де-Компостела утвердил протокол исследования, а пациенты или их родствен-ники дали письменное информированное согласие на участие в исследовании.
Клинические данные и нейровизуализационные исследования
Всем пациентам проводили лечение в соответствии с рекомендациями по ведению больных ишемичес-ким инсультом Европейской организации инсульта (European Stroke Organization) [13] . Двадцати двум пациентам провели тромболитическую терапию рТАП в течение первых 3 часов от момента появления сим-птомов инсульта в соответствии с критериями иссле-дования Safe Implementation of Thrombolysis in StrokeMOnitoring STudy (SITS-MOST) [14] . Зарегистрировали демографические данные (возраст, пол), наличие арте-риальной гипертензии, сахарного диабета, заболеваний сердца, гиперлипидемии, статус употребления алкого-ля и курения. При поступлении брали образцы крови для подсчета форменных элементов, определения биохимических показателей и уровня молекулярных маркеров, а также выполняли ДВ-МРТ. Ослепленный относительно клинических данных нейрорадиолог оценивал объем поражения по результатам ДВ-МРТ методом ручной сегментации. Подтип инсульта клас-сифицировали в соответствии с критериями Trial of ORG 10172 in Acute Stroke Treatment (TOAST) [15] по окончании ультразвукового исследования сон-ных артерий и транскраниального ультразвукового исследования, а также дополнительных исследований. Квалифицированные исследователи проводили оценку по шкале тяжести инсульта Национальных институтов здравоохранения -NIHSS (при поступлении, через 24, 48, 72 часа и через 90±7 дней) и модифицированной шкале Рэнкина (90±7 дней).
В соответствии с данными ранее проведенных исследований, критерием наличия КДН была оценка по шкале NIH при поступлении ≥8 баллов и объем поражения по результатам ДВ-МРТ <25 мл [8] . Для оценки размера потенциально жизнеспособной ткани головного мозга проспективно выделили 3 вида КДН:
(1) небольшое КДН при объеме поражения, по резуль-татам ДВ-МРТ, <25 мл и оценке по NIHSS от 8 до 14 баллов, (2) среднее КДН при объеме поражения, по результатам ДВ-МРТ, <25 мл и оценке по NIHSS от 14 до 18 баллов; (3) большое КДН при объеме поражения, по результатам ДВ-МРТ, <25 мл и оценке по NIHSS более 18 баллов. Отсутствие КДН диагнос-тировали в случаях с оценкой по NIHSS <8 баллов или объемом поражения, по результатам ДВ-МРТ, ≥25 мл. Степень объема поражения, по результатам ДВ-МРТ, post hoc классифицировали по квартилям как точеч-ное при объеме <4 мл; небольшое -при объеме от 4 до 15 мл, среднее -при объеме от 15 до 36 мл и боль-шое -при объеме >36 мл.
Лабораторные исследования
При поступлении у всех пациентов образцы крови собирали в пробирки для проведения биохимических исследований, центрифугировали при 3000 g в тече-ние 15 минут, немедленно замораживали и хранили при температуре -80 °C. В качестве маркеров воспале-ния определяли содержание интерлейкина-10 (ИЛ-10), ИЛ-6, фактора некроза опухоли-α (ФНО-α), молеку-лы межклеточной адгезии-1, васкулярной молекулы клеточной адгезии-1 и растворимого CD40 лиганда; в качестве маркеров эксайтотоксичности -содержа-ние глутамата и аспартата; в качестве маркера повреж-дения нейронов -содержание нейрон-специфичес-кой энолазы (НСЭ); в качестве маркера повреждения астроцитов -белка S100β; в качестве маркеров раз-рушения гематоэнцефалического барьера -активной матриксной металлопротеиназы-9 (MMП-9) и клеточ-ного фибронектина.
Сывороточные уровни ИЛ-6 и ФНО-α измеря-ли с помощью иммунодиагностической системы Immulite 1000 System (Diagnostic Products Corporation). Содержание НСЭ и белка S100β в сыворотке крови определяли с помощью электрохемилюминесцент-ного иммуноанализа с использованием анализатора ELECSYS 2010 (Roche Diagnostics GmbH, Мангейм, Германия). Кроме того, сывороточные уровни ИЛ-10, молекулы межклеточной адгезии-1, васкулярной молекулы клеточной адгезии-1 и растворимого CD40 лиганда (Bender Medsystems GmbH, Вена, Австрия), а также активной MMП-9 (GE Healthcare-Amersham, Little Chalfont, Бакингемшир, Великобритания) и клеточного фибронектина (Biohit Plc, Хельсинки, Финляндия) определяли с помощью коммерческих наборов для проведения твердофазного иммуно-сорбентного анализа в соответствии с инструкция-ми производителей. Наконец, сывороточные уровни глутамата и аспартата определяли с помощью жид-костной хроматографии высокого разрешения ранее описанным методом [16] . Коэффициенты вариаций внутри и между анализами для каждого молекуляр-ного маркера приведены в дополнительной табли-це I (доступно on-line: http://stroke.ahajournals.org). Определение содержания биомаркеров выполняли в лаборатории при ослеплении персонала относи-тельно клинических данных и результатов нейрови-зуализации. статистический анализ
Результаты измерений выражены в процентах для категориальных переменных и в виде среднего зна-чения (стандартного отклонения [СО] ) или медианы (квартили) для непрерывных переменных в зависимос-ти от нормальности распределения данных. Для срав-нения непрерывных переменных между 2 группами сравнение проводили с помощью критерия хи-квадрат, t-критерия Стьюдента или U-критерия Манна-Уитни, а для сравнения более чем 2 групп данных использова-ли дисперсионный анализ. Для определения порого-вых значений уровней молекулярных маркеров, кото-рые оказались оптимальными предикторами наличия КДН, построили рабочие характеристические кривые.
Из-за коллинеарности между молекулярными мар-керами, влияние уровня каждого из них на наличие КДН оценивали в отдельной модели логистической регрессии с внесением поправок на основные исход-ные переменные, показавшие связь с наличием КДН по результатам однофакторного анализа (при значении р<0,05). Результаты выразили в виде скорректирован-ных отношений шансов (ОШ) с соответствующими 95% доверительными интервалами (ДИ). Статистический анализ проводили с использованием программного обеспечения SPSS 16,0 для Macintosh. РезУЛЬтатЫ ■ В исследование включили 226 пациентов (71,6±11,1 года, 58% мужчин). Среднее время от мо -мента появления симптомов инсульта до включения в исследование составило 3,6±2,4 часа (у 59 пациен-тов ≤1,5 часа, у 58 пациентов -от 1,5 до 3 часов и у 109 пациентов >3 часов).
У 61 (26,9%) пациента обнаружили КДН (рис. 1). В таблице 1 приведены исходные характеристики и уровни молекулярных маркеров у пациентов с КДН и без такового.
При исследовании молекулярных маркеров обнару-жили, что у пациентов с КДН были повышены уровни ИЛ-10, ФНО-α и глутамата и снижены уровни НСЭ, ИЛ-6 и активной MMП-9 (таблица 1). Кроме того, обнаружили, что при более выраженном КДН уров-ни ИЛ-10, ФНО-α и глутамата были выше (рис. 2). В отличие от этого при большом объеме поражения, по результатам ДВ-МРТ, выше были уровни НСЭ, ИЛ-6 и активной ММП-9 (рис. 3).
Анализ рабочей характеристической кривой показал, что оптимальные пороговые значения уровней моле-кулярных маркеров в отношении прогнозирования наличия КДН оказались >23 пг/мл для ИЛ-10 (чувст-вительность 93%, специфичность 97%, р<0,0001), >21 пг/мл для ФНО-α (чувствительность 98%, специ-фичность 95%, р<0,0001) и >230 мкмоль/л для глутамата (чувствительность 84%, специфичность 92%, р<0,0001). В отличие от этого, содержание НСЭ>23 пг/мл (чувствительность 72%, специфичность 95%, р<0,0001), ИЛ-6>10 пг/мл (чувствительность 86%, специфич-ность 81%, р<0,0001) и активной ММП-9>21 нг/мл (чувствительность 77%, специфичность 71%, р<0,0001) было ассоциировано с отсутствием КДН. Сочетание повышения уровня ИЛ-10≥23 пг/мл и глутама-та≥230 мкмоль/л было предиктором наличия КДН с чувствительностью 96%, специфичностью 98% и положительной прогностической ценностью 97%.
В модели логистической регрессии обнаружили два различных сочетания уровней молекулярных марке-ров, являющихся предикторами наличия КДН. Первое соответствовало уровню ИЛ-10≥23 пг/мл (ОШ=224, 95% ДИ от 20 до 1855), ФНО-α≥21 пг/мл (ОШ=95, 95% ДИ от 11 до 754) и глутамата≥230 мкмоль/л (ОШ=55, 95% ДИ от 20 до 151). При таком сочетании веро-ятность обнаружения КДН повышалась более чем в 50 раз. С другой стороны, сочетание повышения уровней НСЭ≥23 нг/мл (ОШ=0,04; 95% ДИ от 0,02 до 0,11), ИЛ-6≥10 пг/мл (ОШ=0,05; 95% ДИ от 0,01 до 0,12) и активной ММП-9≥21 нг/мл (ОШ=0,16, 95% ДИ от 0,03 до 0,42) было ассоциировано с отсутствием КДН. За исключением ИЛ-10, эти показатели сохраня-ли независимость после внесения поправок на время, прошедшее от момента появления симптомов инсуль-та, вариант инсульта, наличие фибрилляции предсер-дий, уровень глюкозы, оценку по шкале NIH и объем поражении, по результатам ДВ-МРТ при поступлении (таблица 2).
При ограничении анализов временны`ми рамками в 1,5 часа, <3 и <8 часов от момента появления симп-томов инсульта получили аналогичные результаты (дополнительная таблица II). оБсУЖдение ■ В исследовании удалось выявить целый ряд биомар-керов, четко прогнозировавших наличие КДН или, наоборот, наличие крупного очага инфаркта головного мозга и, следовательно, отсутствие КДН. Эти соче- тания содержания биомаркеров продемонстрировали высокую чувствительность и специфичность, а соче-тание повышения уровней ИЛ-10 и глутамата достиг-ло положительной прогностической значимости 97%. Таким образом, их можно использовать в клинической практике в качестве молекулярных признаков нали-чия потенциально жизнеспособной ишемизированной ткани головного мозга.
В некоторых исследованиях было продемонстриро-вано, что наличие пенумбры можно быстро определить по несоответствию между результатами перфузион-но-взвешенной МРТ и объемом очага поражения, по результатам ДВ-МРТ [17, 18] . Тем не менее опре-деление наличия КДН было предложено в каче стве более простого способа оценки повышенного риска развития инфаркта в ишемизированной ткани голо-вного мозга на основе концепции, согласно которой, тяжесть инсульта можно использовать в качестве кос-венного показателя гипоперфузии головного мозга [8] . В более поздних исследованиях предприняли попыт-ку продемонстрировать практическую ценность этой концепции. В связи с этим существует несколько исследований, поддерживающих [9, 12] и опровергаю-щих [19, 20] пригодность определения КДН в качестве критерия для отбора пациентов на проведение тромбо-литической терапии.
Выявили ряд биомаркеров, которые, согласно резуль-татам нескольких клинических исследований, были ассоциированы с наличием ишемического поврежде-ния головного мозга. Высокие уровни ИЛ-6 были ассо-циированы с более крупным объемом инфаркта [21, 22] , неблагоприятным исходом [23] и ранними невро-логическими ухудшениями [24] . Кроме того, низкий уровень ИЛ-10 также был ассоциирован с неврологи-ческим ухудшением при ишемическом инсульте [25] . Увеличение содержания глутамата в сыворотке крови было предиктором раннего неврологического ухуд-шения [26] и ассоциировано с увеличением объема инфаркта и объемом пенумбры у пациентов, которым не проводили реперфузионную терапию [27] . Высокие уровни НСЭ были ассоциированы с объемом инфаркта и неблагоприятным исходом [28] . Наконец, появление в сыворотке крови MMП-9 ассоциировано с разруше-нием гематоэнцефалического барьера, а высокие уров-ни ММП-9 в остром периоде ишемического инсульта были ассоциированы с развитием отека головного мозга и геморрагической трансформации [29] .
Тем не менее настоящее исследование имеет некото-рые ограничения. Это поисковое исследование, в кото-ром не проводили проспективного изучения ранее выдвинутой гипотезы, поэтому его результаты следу-ет подтвердить в дальнейших исследованиях. Кроме того, не учитывали потенциальные вмешивающиеся факторы, например ранее проведенное лечение стати-нами, которые могли оказать влияние на содержание молекулярных маркеров. Тем не менее надежность результатов свидетельствует о необходимости оценки роли этих маркеров в качестве нового диагности-ческого инструмента для выявления жизнеспособной ткани головного мозга в первые часы после развития ишемического инсульта не только у пациентов с КДН, но и у пациентов с перфузионно-диффузионным несо-ответствием.
ВЫВодЫ ■ В заключение, настоящее исследование показывает, что у пациентов с КДН, отражающим наличие потенци-ально жизнеспособной ткани головного мозга, запуска-ются не только эксайтотоксические, но и противовос-палительные механизмы, ведущие к снижению повреж-дения нейронов и разрушения гематоэнцефалического барьера. Высокие уровни ИЛ-10, ФНО-α и глутамата, а также низкие уровни НСЭ, ИЛ-6 и активной ММП-9 можно рассматривать в качестве молекулярных маркеров наличия ткани с высоким риском развития инфаркта. ДВ-МРТ -диффузионно-взвешенная МРТ, НСЭ -нейрон-специфическая энолаза, ИЛ-6 -интерлейкин-6; ММП-9 -матриксная металлопротеиназа-9 ЛитеРатУРа
